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摘要：【目的】试图分离和克隆苎麻内源咖啡酰辅酶 A甲基转移酶基因。【方法】采用 RACE 技术克隆基因，对

序列应用 ClustaW 1.82 软件进行在线分析，将苎麻 mRNA 序列、mRNA 编码区序列以及氨基酸序列与已报道的其它

植物的相应序列进行多重序列排列比较并构建系统树。【结果】获得了苎麻 CCoAOMT cDNA 全长序列(GenBank 注册

号：AY651026)；苎麻咖啡酰辅酶 A 甲基转移酶是氧甲基转移酶类；苎麻 CCoAOMT 基因 mRNA 序列与已报道的其他

植物的相应序列不能聚为一类，其差异明显大于其它植物间的差异。苎麻CCoAOMT基因mRNA编码区序列与玉米（Zea 

mays：ZMA242980、ZMA242981）的同源性高于其他植物。推导的苎麻 CCoAOMT 酶蛋白氨基酸序列与杨树（Populus 

balsamifera：AJ224894、AJ224896）、美洲山杨（Populus tremuloides：PTU27116）的同源性高于其他植物。【结

论】苎麻 CCoAOMT 基因 cDNA 与其它植物的相应序列具有同源性。 

关键词：苎麻(Boehmeria nivea)；咖啡酰辅酶 A甲基转移酶；全长 cDNA；基因克隆；序列分析 
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Abstract：【Objective】 The full length of ramie(Boehmeria nivea) caffeoyl-CoA 3-O-methyltransferase cDNA was cloned. 
【Method】 RACE (Rapid Amplification of cDNA Ends) method was used to analyze the sequence by ClustaW 1.82 software on 
line.【Result】 The full length of ramie caffeoyl-CoA 3-O-methyltransferase cDNA was cloned for the first time (GenBank accession 
number: AY 651026). The result of domain analyze showed that it is a member of O-methyltransferases family. Compared ramie 
mRNA sequence, mRNA CDS sequence and putative amino acid sequence CCoAOMT to other higher plants, phylogenetic tree of 
CCoAOMT was generated by multiple alignment. The result displayed that mRNA level of ramie can not be clustered into any other 
plant, but the result showed that ramie and Zea mays (ZMA242980, ZMA242981) have higher homology in mRNA CDS than other 
higher plants, while the amino acid sequence of ramie and populus (AJ224894, AJ224896, PTU27116) has higher homology than other 
plants.【Conclusion】Ramie (Boehmeria nivea) caffeoyl-CoA 3-O-methyltransferase cDNA has homology with that of other plants. 

Key words: Ramie (Boehmeria nivea ); Caffeoyl-CoA 3-O-methyltransferase; Full length cDNA; Gene cloning; Sequence 
analysis 

 

0  引言 

【本研究的重要意义】苎麻是中国重要的纤维植

物，原麻含木质素 1%～5%[1]，是工厂脱胶时难以去

除的成分，木质素的存在对苎麻纺织性能和纤维品质

有较大影响。通过基因工程技术有目的地调控纤维素

与木质素的比例，降低木质素的含量或改变其组分，

改良苎麻品质进行低木质素育种，将是苎麻遗传育种

改良非常有前景的领域。【前人研究进展】目前国内外

通过转基因技术调控植物木质素含量与组分的研究进  
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展迅速，多个木质素生物合成代谢中的关键酶基因已

经 被 分 离 克 隆 。 咖 啡 酰 辅 酶 A 甲 基 转移 酶

(caffeoyl-CoA3- O-methyl-transferase, CCoAOMT)是其

中的一个[2, 3]。Ye 等在百日草中首次证实 CCoAOMT
参与木质素的生物合成的功能[4, 5]，国内外研究表明抑

制CCoAOMT表达的转基因烟草和杨树等植物的木质

素含量下降，同时伴随 S/G 比值增加，木质素结构更

为疏松，易于去除，并没有出现非正常生长[6~11]。【本

研究切入点】植物木质素代谢关系到纤维的产量和质

量的问题，研究韧皮纤维植物的木质素代谢利于定向

改良纤维品质。关于苎麻木质素合成代谢中的基因都

尚未见报道，开创此研究便于更好得利用麻类纤维。

【拟解决的关键问题】本研究分离和克隆苎麻内源咖

啡酰甲基转移酶基因，为深入研究苎麻内源

CCoAOMT 基因表达特征及其编码蛋白在苎麻木质素

代谢中的功能提供理论依据，对于探明苎麻木质素的

生物合成及代谢机理具有重要意义。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

苎麻 Boehmeria nivea (Linn.) Gaud.栽培种湘苎 3
号。 
1.2  苎麻 CCoAOMT 基因全长 cDNA 序列的克隆 

本研究采用 BD SMART™ RACE cDNA Amplifi- 
cation Kit（BD Biosciences Clontech），在使用说明书

的基础上，根据实验具体情况改良后的方法进行

RACE cDNA 扩增。 
1.3  RACE 引物的设计 

根据本研究已经获得的苎麻CCoAOMT基因核心

序列(GenBank 登录号 AY651026)，设计基因特异引物

GSP1、GSP2。两引物间的序列约为 300 bp，在 RACE
系列反应中可用作阳性对照。 

GSP1:5'AGCCATGGTACTTTCCGTCTTCGAT3'； 
GSP2:5'GGAATTTGATGACGACGTCAGCAGA3' 

1.4  DNA 测序及核苷酸序列生物信息学分析 

将 3'-RACE 产物、5'-RACE 产物分别用 pMD18-T
载体连接，经 Amp 抗性筛选、X-gal/IPTG 蓝白斑显色

筛选、菌落 PCR 筛选、重组质粒 PCR 鉴定、重组质

粒的酶切初步鉴定后，取穿刺保存的菌种送生物技术

公司使用 M13 primers 进行双向测序。将测序结果拼

接，得到序列与 GenBank/DDBJ/ EMBL 数据库进行生

物信息学分析。在线进行保守区域分析和开放阅读框

(ORF) 与 编 码 蛋 白 质 分 析 (http://www.expasy.org/ 
cgi-bin/protparam)。应用 ClustalW 1.82 软件(http://www. 

ebi.ac.uk/cgi-bin/clustalw/)，将苎麻 CCoAOMT 基因在

3 种水平即基因的 mRNA 序列（包括 3'UTR、5'UTR
和编码区序列）、mRNA 编码区序列以及推导的氨基

酸序列进行多序列比较构建系统树。 

2  结果与分析 

2.1  苎麻 CCoAOMT 基因全长 cDNA 序列的克隆 

cDNA 末端的克隆结果见图 1。以 5'-RACE-Ready 
cDNA为模板，GSP1与UPM为引物扩增得到约600 bp
的条带(泳道 7)。以 3'-RACE-Ready cDNA 为模板，

GSP2 与 UPM 为引物扩增得到约 1 000 bp 的条带(泳
道 2)。阳性对照的反应以 5'-RACE-Ready cDNA、

3'-RACE-Ready cDNA 为模板，以 GSP1、GSP2 为引

物都扩增到与预期大小相同的约 300 bp 的条带(泳道

3,8)；阴性对照中都没有扩增。 
 

 
 
1.PCR 空白对照(没有模板); 2. 3'-RACE 产物; 3. 3'-RACE 阳性对照; 4,5. 
3'-RACE 阴性对照; 6. DNA 分子量标准(GeneRuler™1kb ladder); 7.  
5'-RACE 产物; 8. 5'-RACE 阳性对照; 9, 10. 5'-RACE 阴性对照 
1. PCR blank control; 2. 3'-RACE result; 3. positive control of 3'-RACE; 4, 
5. negative control of 3'-RACE; 6. molecular marker (GeneRuler™ 1 kb 
ladder); 7. 5'-RACE result; 8. positive control of 5'-RACE; 9, 10. negative 
control of 5'-RACE 

 
图 1  5'-RACE、3'-RACE 反应结果 

Fig.1  5'-RACE, 3'-RACE sample results 

 

2.2  cDNA 末端扩增产物测序及核苷酸序列生物信息

学分析 

2.2.1  测序结果与序列分析  将 5'-RACE 产物测序

结果与 3'-RACE 产物测序结果进行 BLAST 2 
SEQUENCE 同源性比较分析（http://www.ncbi.nlm.nih. 
gov/blast/bl2seq），基于重叠区序列，拼接为苎麻

CCoAOMT 基因全长 cDNA 序列 1080 bp，其中起始

密码子 ATG 位于第 124～126 bp，终止密码子 TAA 位

于第 865～867 bp（图 2）。 
在线进行保守区域分析(http://www.ncbi.nlm.nih. 

gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi)。结果表明，苎麻咖啡酰
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辅酶 A 甲基转移酶是属于 pfam01596，Methyltransf_3，
氧甲基转移酶。此基因家族的成员为氧甲基转移酶，

包括儿茶酚-O-甲基转移酶，咖啡酰辅酶 A-O-甲基转

移酶和一个细菌氧甲基转移酶家族，可能参与抗生素

的产生。 
 

 
图 2  苎麻 CCoAOMT 基因全长 cDNA 序列 

Fig.2  Sequence of ramie CCoAOMT full length cDNA 

 
2.2.2  苎麻 CCoAOMT 编码蛋白与蛋白质数据库进

行同源性比较结果  将推定的苎麻CCoAOMT编码蛋

白的 247 个氨基酸序列与蛋白质数据库进行同源性比

较（http://www.ncbi. nlm.nih.gov/blastp）。结果显示，

其与数据库中许多其他植物的咖啡酰辅酶A甲基转移

酶有高度同源性，与推定的 Broussonetia papyrifera 的
咖啡酰辅酶 A 甲基转移酶同源性最高为 96%。多序列

比较结果表明，苎麻与其他多种高等植物的

CCoAOMT 酶蛋白氨基酸序列在系统进化上有高度保

守性（图 4）。 
2.2.3  苎麻 CCoAOMT 基因 mRNA 序列比较与分子

进化分析  应用 ClustaW 1.82 软件（http://www.ebi.ac. 
uk/cgi-bin/clustalw/），将苎麻 CCoAOMT 基因 mRNA
序列与已报道的其他植物的相应序列在线进行多序列

比较，并构建系统树（phylogenetic tree）（图 4）。结

果显示，苎麻（Boehmeria nivea）的 CCoAOMT 基因

mRNA序列与已报道的其他植物的相应序列不能聚为

一类，其差异明显大于其他植物间的差异。结果还显

示，同种植物的不同基因序列差异相对比较大，如烟

草（Nicotiana tabacum）的 3 个序列中 NTU62735 与

AF060180 同源性大于与 AF022775 的同源性。蓝桉

（Euca1yptus globulus）的一个序列 AF046122 与其同

属的桉树（E.gunnii）EG12228 同源性相对较高，但与

蓝桉（ Euca1yptus globulus）的另一个基因序列

AF168780 间差异相对较大。同种植物中也有同源性相

对较高的基因序列，如拟南芥（Arabidopsis thaliana）
的 3 个序列 AY143979、AY057554 与 NM_119566 同

源性相对较高；如玉米（Zea mays）的 ZMA242980

与 ZMA242981 同源性相对较高。同科属植物的同源

性高于与其他科属植物的同源性，如杨属 3 种植物杨

树（Populus balsamifera：AJ224894、AJ224895、
AJ224896）与银白杨（Populus alba：AF327458）和

美洲山杨（Populus tremuloides：PTU27116）；桉属的

蓝桉（ Euca1yptus globulus ： AF046122 ）与桉树

（E.gunnii：EG12228）；茄科的马铃薯（Solanum 
tuberosum：AB061268）、烟草（Nicotiana tabacum：

NTU62735、AF060180）。 
 

 
 
图 3  苎麻 CCoAOMT 基因编码蛋白序列的多序列比较 

Fig.3  Clustal W (1.82) multiple sequence alignment of ramie 

CCoAOMT putative protein amino acid sequence 
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2.2.4  苎麻 CCoAOMT 基因 mRNA 编码区序列比较

与分子进化分析  应用 ClustalW 1.82 软件，将苎麻

CCoAOMT 基因 mRNA 编码区序列与已报道的其他

植物 CCoAOMT 基因 mRNA 编码区序列在线进行多

序列比较，并构建系统树（图 5）。结果显示，苎麻

（Boehmeria nivea）的 CCoAOMT 基因 mRNA 编码区

序列（AY651026）与玉米（Zea mays: ZMA242980、
ZMA242981）的同源性高于其他植物；与蓝桉

（Euca1yptus globules: AF046122、AF168780）、桉树

（E.gunnii: EG12228）、欧洲葡萄（V. vinifera: Z54233）  
 

 
 

图 4  苎麻与其他高等植物同源的 CCoAOMT 基因 mRNA 序列通过 ClustalW 软件构建系统树 

Fig.4  Phylogenetic tree generated by multiple CCoAOMT mRNA sequence of Boehmeria nivea and other higher plants through 

ClustalW 

 

 
 

图 5  苎麻与其他高等植物同源的 CCoAOMT 基因 mRNA 编码区序列通过 ClustalW 软件构建系统树 

Fig.5  Phylogenetic tree generated by multiple CCoAOMT mRNA CDS sequence of Boehmeria nivea and other higher plants through 

ClustalW 
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同源性也较高；其次为杨树（Populus balsamifera: 
AJ224894、AJ224895、AJ224896）、银白杨（Populus: 
alba AF327458）、美洲山杨（Populus tremuloides: 
PTU27116）、拟南芥（Arabidopsis thaliana: AY143979、
AY057554、NM_119566）、黄麻（Corchorus capsularis: 
AY500159 ）； 而 与 马 铃 薯 (Solanum tuberosum: 
AB061268)、烟草（Nicotiana tabacum: NTU62735、
AF060180、AF022775）、百日草（Zinnia elegans: 
ZEU13151）、欧芹（Petroselinum crispum：M69184）、
Ammi majus （ AY620245 ）、 Mesembryanthemum 
crystallinum（AF053553）的同源性相对较低。 
2.2.5  苎麻 CCoAOMT 基因推导酶蛋白氨基酸序列

比较与分子进化分析  应用 ClustalW 1.82 软件，将苎

麻CCoAOMT基因推导的酶蛋白氨基酸序列与其他植

物已报道的相应序列在线进行多序列比较，并构建系

统树（图 6）。结果显示，苎麻（Boehmeria nivea）
CCoAOMT 酶蛋白氨基酸序列与杨树（Populus  

balsamifera: AJ224894、AJ224896）、美洲山杨（Populus 
tremuloides: PTU27116）的同源性相对较高；与蓝桉

（Euca1yptus globules: AF168780）、黄麻（Corchorus 
capsularis: AY500159 ）的同源性次之；与蓝桉

（Euca1yptus globules: AF046122）、桉树（E. gunnii: 
EG12228 ） 、 Mesembryanthemum crystallnum
（AF053553）的同源性再次之，而与欧洲葡萄（V. 
vinifera: Z54233 ）、马铃薯（ Solanum tuberosum: 
AB061268）、烟草（Nico- tiana tabacum: NTU62735、
AF060180、AF022775）、杨树（Populus balsamifera: 
AJ224895）、银白杨（Populus alba: AF327458）、欧芹

（ Petroselinum crispum: M69184 ）、 Ammi majus 
（AY620245）、百日草（Zinnia elegans: ZEU13151）、
拟南芥（Arabidopsis thaliana: AY143979、AY057554、
NM_119566 ）、 玉 米 （ Zea mays: ZMA242980 、

ZMA242981）的同源性相对较低。 

 

 
 

图 6  苎麻与其它高等植物同源的 CCoAOMT 酶蛋白氨基酸序列通过 ClustalW 软件构建系统树 

Fig.6  Phylogenetic tree generated by multiple CCoAOMT amino acid sequence of Boehmeria nivea and other higher plants through 

ClustalW 

 

3  讨论 

人们常用蛋白质氨基酸序列进行比对构建系统

树，进行分子进化分析。本研究对 mRNA 序列、mRNA
编码区序列以及氨基酸序列 3 种序列进行多重序列比

较分析并构建系统树，发现苎麻的 CCoAOMT 基因

mRNA序列与已报道的其它植物的相应序列不能聚为

一类，其差异明显大于其它植物间的差异。苎麻的

CCoAOMT 基因 mRNA 编码区序列与玉米（Zea mays: 
ZMA242980、ZMA242981）的同源性高于其他植物。

苎麻 CCoAOMT 推导的酶蛋白氨基酸序列与杨树

（Populus balsamifera: AJ224894、AJ224896）、美洲山

杨（Populus tremuloides: PTU27116）的同源性高于其

它植物。三种结果的明显不同反应了同一基因各区段

的进化程度可能不同。与基因的功能密切相关的是它

所翻译的蛋白质，可能是人们常用蛋白质氨基酸序列 
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进行比对构建系统树的原因。 

4 结论 

苎麻 CCoAOMT 基因全长 cDNA 序列 1080 bp，
其中起始密码子 ATG 位于第 124～126 bp，终止密码

子 TAA 位于第 865～867 bp，编码区长 247 bp，编码

247个氨基酸。苎麻与其他多种高等植物的CCoAOMT
酶蛋白氨基酸序列在系统进化上有高度保守性。 

 
致谢：本论文部分工作在湖南农业大学作物基因工程湖

南省重点实验室完成，在此表示感谢。 
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